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論 文 内 容 要 旨
牧草 中 に は動物 に対 して エ ス トロ ジェ ン活性 を 有 す る物 質(ES)が 存 在 して お り,羊 な どの放
牧 家畜 に対す る繁殖 障害 の起 因 物質 と して よ く知 られ て い る。
また,エ ス トロ ジェ ンは家 畜 の乳 腺 機能 に対 して重要 な役割 を 持 つ こ とか ら,乳 牛 に お け る春 の
牧草 に よ る増 乳効 果(SPringflush)の 一 要 因 と して,ESの 可能 性 が 以前 か ら論 じられ て い
るが,具 体的 な解 明 は まだ ほ とん どな され てい な い。 』
本研 究 は草 食動 物 的 特性 を持 つ ハ ム ス ターを 実験 動 物 に用 い て,泌 乳 機 能 に対 す るESの 作 用 を
追 究 した もので あ る。
1.実 験 条 件 の 設 定
ハ ム スタ ー を実験 動 物 と して 用 い るに 当 っLて,乳 子 増体 量 を指 標 と した 泌 乳能 力 の 測定 方法 と,
ESの 投与 時 期 に つい て 検 討 した 結 果,以 下の 知見 が得 られ た 。
〔a〕 親 が ら6時 間 分 離 した乳 子 の体 重 損失 量 は,9日 齢 まで はゆ る やか に増加 し,10日 齢以 後
は急 激 に 増加 した。 体 重,メ タ ボ リック ボデ ィサ イ ズ,な らび に増体 量 に対 す る6時 間 体重 損 失
量 の割 合 は,4日 齢よ り9日 齢 まで はほ ぼ一 定で あ り,10日 齢以 後 は増 加 傾 向 がみ られ た。
〔b〕 乳子 増体 量 と摂 食量 は,乳 子 数(吸 乳 刺激)の 増 加 と ともに 増大 し,乳 子 数が 泌 乳能 力 の
調 節 因子 とな って い る こと が明 らかに な った。
〔c〕 母 親 の体 重 は 泌乳 中 に お いて は,す べ ての個 体 で減 少 しだ。 乳子 増体 量 につ い て は,初 産
と2産 と の問 に差 は なか っ た。
〔d〕 乳子 数10頭 の 区 で は,泌 乳15日 目まで の 試験 期 間 中に 乳子 を食 殺 す る例が あ り,ま た,乳
子 の成 長 が 泌乳10日 目以後,極 端 に悪 くな る こ とか ら,乳 子 数 は10頭 程 度 が哺 乳 能力 の 限界 で あ
る ことが明 らか に な った。
〔e〕 .乳 子 数4頭 区 は,泌 乳中 に摂 食 量 が,む しろ減 少 傾 向 にあ っ た ことか ら,乳 子 に よ る吸乳
刺 激 が小 さ過 ぎ て,親 の能 力 を 十分 に ひ き出 せ ない状 態 で あ るこ とがわ か った。
〔f〕 受 精 直 後 か ら,合 成 エ ス トロ ジェ ンで あ るdiethylstilbestro1(DES)を 飼料19
当 り100μ∬投 与す る と,妊 娠が 阻害 され,妊 娠10日 目か らDESを 飼料19当 り1お よ び100μ9
投 与 す ると,妊 娠 中 断,あ るい は分娩 異 常 が も た らされ た。 乳 腺 中のDNA,RNA含 量 を 測定
し,DES投 与 に よ る乳 腺 へ の 影響 を検 討 した が,そ の 変化 は明 らか で はな か っ た。
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.〔・〕.泌 乳 中あ ハ ム スター に対1して ・分娩 直後 か ら、DESを 飼 料1鋤1・1・ ・100・ ・ 添 加
し七与 え る と,高 レベル投 与(10,100μ9/9diet)で は,泌 乳が阻 害 され 乳 子 が死 亡 した
が,低 レベル投 与(1μ9/9diet)で は影 響 がな か った。
以 上の 結 果 か ら,乳 子 増体 量を 親 ハ ム ス ターの 泌乳 能 力 の指 標 とす る こ とは 可能 で あ り,泌 乳能
力 の試 験 には,乳 子数6～8頭 が適 当 と判断 し た。 また,ES.の 投与!ま泌乳 開 始 後か らが 適 当 と考
え られ た。.
2・ES投 与がハムス ターの泌乳機 能に及ぼ才影響 、
上 記の結 果 に 基づ いて 実 験 条件 を 設定 し,牧 草 中 のESの 一 つ で あるgenistinと ア ル ファル
フ ァェー テル抽 出物(A6-E)の 投与 が1.泌 乳ハ ム スター の体 重,摂 食量,乳 子・増 体量:,乳 腺の
dryfat-freetissue(DFFT)重 量 お よ び核 酸(DNA,RNA)含 量 に及 ぼす 影響 を検
討 した 。
genistinは 低 変性 の 脱 脂大 豆 か ら抽 出単 離 し,UV吸 光度,元 素分析,融 点 等 を測 定 して純
品 であ る ことを確 認 した もの を使 用 した 。A6-Eは アルファル フ ァ ミー ルを ヘ キサ ンで脱 脂 した後,
了 セ トンで抽 出 し,こ れを エチ ル エ」 テルで 浸 出 して 調製 した。
基 礎飼 料1穿 当 りgenistinは,1,5,10㎎,A!一Eはa3㎎(ア ル ファル ラ ァ乾 物0.929
相 当)を 添 加.して,泌 乳 ハ ム ス ター に分 娩 後2日 目か ら12日 目.まで投 与 した。 基 礎飼 料 は,窒 素源.
と して カゼ イ ン25%を 含む 飼 料 と,尿 素1%配 合 飼 料.(・カ ゼ イ ン13%+尿 素1%)の2種 癩を 用 い
たo
、
〔a〕genistinま た はA!一Eの 添 加 によ り,摂 食量 が 若干 低 下 した が(Fig1),乳 子 増体
量 及 び乳 腺核 酸含 量 に は ほ とん ど差 は な く(Table1お よ び2.),産 乳 に対す る飼料 の利用 性
が向上 した(Table3)。
〔b〕 しか し,こ の飼 料 の利 用性 の 向上 は,摂 食量 の抑 制 によ って もたち され た 可能性 も考え ら
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れ た ので,制 限給 餌 によ って 対 照 区をES投 与 区 と同 様 の摂食 量 に揃 えた とこ ろ,産 乳 に対 す る
飼料 の利 用性 に は 変化 が み られ ず,乳 腺 のPFFT重 量 お よび核 酸 含量 が低 下 し,乳 子 増 体量 も
減少 した(Table1,2,3お よ びFig1)。 この こ とか ら,genistinお よ びA6-Eの 投 与
が,ハ ム ス ターの 泌 乳機 能 に対 して,促 進 的な 作 用を 及 ぼ して い る こ とが 示 唆 され た。
〔c〕 カゼ イ ンと尿 素の 配合 割合 の異 な る6種 類 の飼 料 を 用 いて,泌 乳 ハ ム ス ターの尿 素の 利用
性 を 検討 した結 果,尿 素1%ま での 配合 で は,カ ゼ イ ンの代 替 物 として,尿 素 が有 効 に利 用 され
て い る こ とが確 認 され た(Table4)。
これ に基 づ いて,尿 素1%配 合 飼 料を 与 え た泌 乳 ハ ムス タ ーにgenistin(10㎎/gdiet)
を 投 与 した 結果,カ ゼ イ ン25%飼 料 の場 合 と同様 に,摂 食 量 は低 下 した が,乳 芋 増 体 量,乳 腺 の
DFFT重 量 お よ びDNA,RNA含 量 は低 下せ ず,生 産 効率 〔(乳 子 増体 量/摂 食 量)×100〕
が有意 に 向上 した(Table5)。
以上 の結 果 よ り,牧 草ESの 投 与 は,ハ ム ス ター の泌 乳期 の栄 養 に対 して,乳 生 産促 進 的作 用 を
示す こ とが 明 らか と な った。 また,尿 素 と蛋 白質 代 替物 と して有 効 に利 用 し うる こ とか ら,消 化 管
内 微生 物 の体 蛋 白質合 成 機 能 が,泌 乳ハ ムス ターの 栄 養 のな か で重 要 な役割 を 演 じて い る可能 性 が
推察 され,消 化管 内微 生物 に対 す るESの 作 用 につ い て も考慮 す べ きで あ る ことが わ か った。
3.ES投 与が泌乳ハムスターの血 中のプ ロラ クチン(PRL)と 成長ホルモ ン(GH)
濃度 に及ほiす影響
ES投 与 に よ って,飼 料 の利 用性 の向 上,な らび に泌乳 機 能 の増 進 が認 め られ た 泌 乳 ハム スタ ー
につい て,体 内 にお け るESの 主要 な作 用 部位 の一 つ と考 え られ る下垂 体 の ホル モ ン(PRL ,G
H)の 血 中濃 度 を 測定 した 。
泌 乳12日 目に 親 と 乳子 を一 定 時刻 に4時 間分 離 し,1時 間 同居 させ た後 採 血 し,NIAMD
(NationalInstituteofArthritis,Metabolism&DigestiveDiseases)
ラッ トホル モ ン分 析 キ ッ トを用 い て,ラ ジオ イ ム ノア ッセイを 行 い,血 漿 中の ホ ル モ ン濃度 に及 ぼ
すESの 影 響 を検 討 した。.
血 中PRL儂 度 に つい て は,ES投 与 の影 響 を 明確 にす る こ とは 出来 なか った。 しか し,血 中
GH濃 度 はESの 投 与 によ って 増 加 す る傾 向が 認 め られ た(Fig2お よ び3)。
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泌乳ハムスタrに 対するESの 投与が'飼 料の利用性の向上と泌乳機能の増進をもたらす作用機
序の一っとして,血 中のGH濃 度の上昇が関与 しているものと考え られる。
4.泌 乳 ハ ム ス タ ー の尿 素 態15N利 用 性 に 及 ぼ すGenistinの 影 響
genistin投 与 が 泌乳 ハ ムス ター に お ける尿 素 態窒 素の 利 用性 に及 岬す 影響 を15Nr尿 素を 用 い
て検 討 した。 試験 区へ のgenistinの 投 与量 は飼料19当 り10曙 と し,泌 乳中 の ハ ム ス ター に分
娩後2日 目か ら尿 素1%配 合 飼 料,6日 目か らは 正N一尿 素1%配 合 飼 料を 用い た。 飼料 は 制限 給 餌:
に よ って ・対 照区 と試 験 区 の摂 食量 が 揃 うよ うに与 え た。 分 娩後10日
.目に母 親お よ び 乳子 を と殺 し・
各臓 器 お よび と体 の 膨N濃 度 と 消化 管 内容物 の ア ミノ 酸 画分 の15N濃 度を分 光分析 法 で測 定 した。
〔a〕 制 限給 餌 下 に お いて,8日 間 の 乳子 増体量 がgenistlpの 投 与 によ って 増加 した。 また,
蛎N一 尿 素給 与4日 後の 母親 の 肝臓 ,腎 臓,乳 腺,と 体 お よ び乳子 の と体,な らび に母親 の糞 の ト
リク ロル酢 酸(TCA)不 溶画分 の 隠N濃 度(15Natom%excess)と 蛎N含 量 は,genistin
の投与 によ って増 加 し(Table6お よ び7),摂 取 価N量 に対 す る乳子 と体 の15N含 量 の割 合 は
有意 に 高 くな っ た(Fig4)o
〔b〕 ま た,.母 緯の 胃内容 物,盲 腸 内 容物,血 漿 お よび乳子 内容 物の リ ジ ン,ア ル ギ三 ン,ヒ ス
チ ジ ン画分 および フ ェニル ア ラニ ン,チ ロシ ン画分 へ の15Nの 取 り込 みが確 認 され,genistin
の投与 によ って そ の濃 度 が増 加 す る傾 向 が み られ た(Table8)。
こ れ らの結 果か ら,9εniSt`inの 投 与 に よ る泌 乳 ハ ム スタ=に おけ る尿 素態 窒素 の利用 性 の 向 上
に は,消 化管 内微生 物 の体 蛋 白質合 成 量 の増 加 が 関与 して お り,尿 素態 窒 素 由来 の微 生物 体 蛋 白質
の一 部 が 消化 吸収 され て,乳 汁 蛋 白質台 成 に利 用 され る もの と推 論 され#。
以上 本 研 究で は,牧 草 中の エ ス トロ ジェ ン様物 質(ES)の 一 つで あ るgenistinとES活 性 の
高 い マメ科の牧草,ナ ル フ ァル フ ァよ りの 抽出 物(AP-E)が,ハ ムス ターあ 泌 乳期 の栄 養 に及 ぼす
影響 を,乳 子 増 体量,乳 腺核 酸含 量 等 を 泌乳機 能 の 指標 と して検 討 した結 果,ESが 泌乳 ハ ム ス タ
ーの産乳 に対す る飼 料 の 利用性 を 向上 させ,泌 乳 機 能 を促 進 す る ことを確 か めた 。 また 産 乳 に対 し,
非 蛋 白態 窒素 が 消化管 内 微生 物 を 介 して,有 効 に利 用 され,そ の利 用性 がES投 与 によ って 向上 す





































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































審 査 結 果 の 要 旨
牧 草 中に は エス トロジ エ ン活 性を 有す る物質(ES)が 存在 し,羊 の繁 殖 障 害 起 因物質 の一 つ と さ
れて いる が,牧 草ESの 泌乳 機 能 に対す る 影響 は 明 らかに され て いな い。 本 研 究は,草 食 動 物的 特性
を有 す るハ ムス タ ー を実験 勲 物に用 い て,牧 草ESの 一一つ であ るgenistinと,エ ス トロ ジエ ン活性
め高 い マ メ科 牧草 アル フアル ファ よ りの 抽 出物(AI-E)の 泌乳 機 能促 進 作 用を 実 証 し,そ の作 用
機講 を追 究 した もの であ る。
ハ ムス タ ーを実 験 動物 を 用 い る場 合 の泌 乳能 力測定 方法 な らび にES投 与時 期 につ いて 検討 し
,乳
子増体 量 が親 ハ ムス ター の泌 乳 能 力の 指 標 として 利用 可能 で あ り,ESの 投与 は 泌 乳が 開始 され てか
らが 適 当 であ る こ とを確 かめ た。 実 験 に用 いたgenistinは 低変 性 の 脱脂 大 豆 よ り抽 出単 離 し,TbC,
UV吸 光 度,元 素分 析,融 点 測定 な どに よ って 物質 の確認 を行 な った 。基 礎 飼料19当 り,genistin
1,5,10π9,A1-Eは8.初 叙 アルフアルフア乾物0.929相 当)添 加 して泌 乳・・ムス ターに 給与 した結果,
ESの 泌 乳 作用 と,飼 料 の生 産 効率 〔(乳 子 増体量/飼 料 摂 取量)×100〕 増 進 効 果が 確か め られ た。
また,血 中 の催 乳ホ ルモ ン(PRL)お よび 成 長 ホルモソ(GH)濃 度 へ の影 響をradioimmunoassayに
よって 検討 し,ESの 投柄 は血 中 のGH濃 度 を上 昇 させ る こ とを認 めた。 そ の影 響 の程 度 は飼料 の質
.によ って 異 なっ て いたが ,飼 料 中 のESが 吸収 きれ て体 内で 作用 し,飼 料 の利 用 性 や泌乳 機 能 の 向上
に 関与 して いる ことが示 唆 され た。 尿 素1%配 合 飼 料 を給与 し た泌 乳ノ・ム ス タ ーに おい て,genistin
の投 与 が 飼料 尿素 の 利 用性 を 向 上 させ るこ とを 確か め ると共 に,15N一 尿素 を 用 い てそ の利 用経 路
を追 究 した。 乳子居 体15N含:量 はgenistinの 投与 に よ ってi著し く増加 し,母 ハム ス タ ーの居 体
と乳子居 体 の 合計 の15N蓄 積率 も増加 した 。 胃内 容物,盲 錫 内 容 物,血 漿 お よび 乳子 胃 内容 物の 塩
酸加 水分 解物 中のLys+Arg+His画 分お よびPhe+Tyr画 分の15N濃 度 ほ,い つれ もgen-
istin投 与 区が対 照区 よ りも高 くな った。 以上 の結果 よ り,尿 素配 合 飼料 を給 与 した 泌乳1・ム ス タ
ー に おけ る牧 草ESの 泌 乳 促 進効 果 は
,血 中 ホ ル モ ソ濃 度 の 増 加 とい う生 体 内での 作用 と,消 化管 内
微生 物 の体 蛋 白質 合 成 の促 進 とい う消 化 管内 で の作用 との 複合 作 用 に よ る もので あ る こ とを 明 らか に
した。
本論 文 は妨 草 中に含 まれ る エス トロジ エ ン様 物 質 の泌 乳 促 進効 果を 証 明 し,そ の 作用 機構 を 明 らか
に した もの で,家 畜 栄養 学 の 進 展 に寄 与す る とこ ろが 大 きい。 よ って 審 査 員一 同 は,著 者 に農学 博 士
の学 位 を授 与す る に値 す る もので あ る と認 め た。
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